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Inventia se refera la biotehnologia microbiologica, in particular la microbiologie si poate fi utilizata pentru obtinerea
carotenoidelor.

Haematococcus pluvialis Flotow poseda 3 tipuri de celule in ciclul sau de dezvoltare: flagelate mobile verzi, aflagelate
imobile verzi (aplanospori sau cisti verzi) si aflagelate imobile rosii (aplanospori sau cisti rosii). in componenta

celulelor verzi flagelate si aflagelate predomina B-carotenul, iar in celulele aflagelate rosii predomina astaxantinul.

Actualmente B-carotenul si astaxantinul au o intrebuintare larga in industria alimentara, microbiologica, farmaceutica si
cosmetica. Pe 1anga aceasta, se folosesc ca supliment nutritiv la cresterea animalelor [1].
Se cunoaste procedeul de cultivare a algei H. pluvialis Flotow (sinonim - H. lacustris (Girod)), unde in calitate de
inoculum se iau aplanospori rosii in varsta mai mare de 3 luni [2].
Dezavantajul acestui procedeu consta in timpul indelungat al atingerii fazei de dezvoltare stationare — 3 saptamani, cat si
a continutului scazut de carotenoizi. Timpul indelungat de cultivare necesitd cheltuieli suplimentare de energie, deci
creste si pretul de cost al biomasei.
Cel mai apropiat dupa rezultatul obtinut este procedeul ce include: pregatirea mediului descris de Hedlich, la care se
adaugd tiamin in cantitate de 0,3 uM pentru cultivarea algei studiate, determinarea cantitatii necesare de aplanospori
verzi, inocularea acestor aplanospori verzi in mediul nutritiv, cultivarea algei in conditii favorabile si constante:
intensitatea iluminarii - 1500 1x, temperaturd — 20+2°C. Aplanosporii verzi se iau in varsta de 3 luni din momentul
transformarii lor in aplanospori din celule verzi flagelate. Dupa 5 zile de mentinere in conditii favorabile de cultivare,
cultura algald ce consta din celule flagelate germinate, atinge faza logaritmica de dezvoltare. Cultura se transfera apoi in
mediu de nutritie cu o insuficienta de azot si in conditii de iluminare majoratd. Alga se cultivd in aceste conditii
nefavorabile timp de 7 zile pentru ca celulele verzi (mobile flagelate verzi si aplanosporii verzi) sa se transforme 1in
aplanospori rosii, astfel durata totala de cultivare a algei constituind 12 zile [3].
Dezavantajul acestui procedeu consta in durata lungd de atingere a fazei stationare - timp de aproximativ 2 saptamani si
a productivitdtii scazute de carotenoizi in biomasa.
Problema pe care o rezolva inventia constd in asigurarea reducerii timpului de cultivare a algei Haematococcus pluvialis
Flotow si asigurarea productivitatii sporite de carotenoizi in biomasa.
Esenta inventiei consta in aceea cd se propune un procedeu de cultivare a algei Haematococcus pluvialis Flotow, care
include: inocularea aplanosporilor verzi ai algei H. pluvialis in mediu nutritiv mineral, unde inocularea aplanosporilor si
cultivarea algei se efectueaza pe mediul nutritiv mineral, care contine (in mg/L): NaNO; 299...301; KH,PO,
19,9...20,1; K,HPO,4 79,9...80,1; NaCl 19,9...20,1; CaCl, 46,9...47,1; MgSO, O7H,0 9,9...10,1; ZnSO, O7H,0
0,099...0,11; MnSO, OH,O 1,49...1,51; CuSO, 0O5H,O 0,079...0,081; H;BO; 0,29...0,31; (NH4)sMo0,0,, 04H,0
0,29...0,31; FeCl; 06H,0 16,9...17,1; Co(NOs), OH,O 0,19...0,21; EDTA 7,4...7,6 timp de 7 zile, la intensitatea
iluminarii de 1500...2000 Ix, pH 6,8...7,2 si temperatura de 25...27°C. Pentru inoculare se iau aplanospori verzi in
varsta de 2 saptdmani din momentul transformarii lor in aplanospori din celule verzi flagelate.
Rezultatul inventiei consta in asigurarea reducerii timpului de cultivare de la 12 pana la 7 zile si a unei productivitati
sporite de carotenoizi — 30,1+0,3 mg/L carotenoizi sumari sintetizati pe zi, fata de procedeul cel mai apropiat - 14,2+0,6
mg/L carotenoizi sumari sintetizati pe zi.
Rezultatul inventiei este conditionat de timpul variat de germinare al aplanosporilor in functie de varsta si de tipul lor
(verzi sau rosii). Aplanosporii tineri verzi germineaza mai repede, deoarece procesele metabolice legate de acest proces
decurg cu o vitezd mai mare in cazul supunerii lor unor conditii de cultivare favorabile. Productivitatea sporita a
carotenoizilor sumari sintetizati pe zi este conditionatd de marirea cantitatii de biomasa algala acumulata pe zi.
Exemplu de realizare a inventiei
Se iau 20 de vase cu volumul de 1 L, in care se toarnd cate 0,5 L mediu nutritiv cu urmatoarea componenta, in mg/L:
NaNO; 300; KH,PO, 20; K,HPO, 80; NaCl 20; CaCl, 47,4; MgSO, [7H,0 10; ZnSO, [TH,0 0,1; MnSO, [H,0 1,5;
CuSO4 BHQO 0,08, H3BO3 0,3, (NH4)6M07024 EH-HQO 0,3, FCC13 |:6H20 17,0, CO(NO3)2 D‘Izo 0,2, EDTA 7,5
Se iau 4 variante de inocul algal, fiecare constituit din tipuri variate de celule, dar in aceeasi cantitate — 0,3 g/L in
recalcul la biomasa absolut uscata (B.A.U.). Fiecare variantd este testatd in 5 repetari, adica introdusa in 5 vase de
cultivare. Aceste variante sunt:
I varianta — inocul constituent din aplanospori rosii in varsta de 3 luni;
a [I-a varianta — inocul constituent din aplanospori verzi in varsta de 3 luni;
a [II-a varianta — inocul constituent din aplanospori verzi in varsta de 2 saptamani;
a I'V-a varianta — inocul constituent din celule verzi flagelate.
Varsta aplanosporilor se numara din momentul transformarii lor in aplanospori, din celule flagelate verzi.
Cultivarea algelor se efectueazi la intensitatea luminii de 1500 Ix/m?, temperatura 24°C si pH 6,8. La atingerea fazei
stationare (la fiecare variantd de experiente aparte — vezi tabelul) se determina cantitatea biomasei algale (in g/L)
utilizdind metoda fotocolorimetrica (la “®3K”). Dupa aceasta biomasa algald se aduce la concentratia 10 mg/mL
(reiesind din calcule la volumul necesar), prin centrifugare si aducere la volumul respectiv cu apd distilatd, apoi se
supune analizelor biochimice necesare. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul de mai jos.

Productivitatea algei H. pluvialis (Flotow) in dependenta de tipul celulelor constituiente ale inoculului
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Vari- Timpul B.A.U. Continutul brut al carotenoizilor
anta Tipul inoculului atingerii finala sumari sintetizati pe zi (mg/L)
fazei statio- (g/L)
nare (zile)
I Aplanospori rosii in varsta de 3 21 28406 10,5+0,4
luni T
1I Aplanospori verzi in varsta de 3 12 25405 14,2+0,6
luni T
III Aplanospori verzi in varsta de 2 7 27401 30,1+£0,3
sdptimani T
v Celule verzi flagelate 7 17403 16,8+0,5

Din tabel se vede cé in cazul utilizarii primei variante de inocul, adicd a aplanosporilor rosii, faza stationara se atinge la

a 21-a zi de cultivare, B.A.U. finala constituie 2,8%0,6 g/L, continutul brut al carotenoizilor sumari sintetizati pe zi este
de 10,5+0,4 mg/L.
La utilizarea variantei a doua de inocul, adicd de aplanospori verzi in varsta de 3 luni faza stationara se atinge la a 12-a

zi de cultivare, B.A.U. finala constituie 2,530,5 g/L, continutul brut al carotenoizilor sumari sintetizati pe zi este de
14,2+0,6 mg/L.

Utilizarea inoculului descris in varianta a treia, adicd a aplanosporilor verzi in varsta de 2 saptdmani, conform
procedeului propus, permite atingerea fazei stationare de catre cultura algald la a 7-a zi de cultivare, B.A.U. finald

constituie 2,720,1 g/L, continutul brut al carotenoizilor sumari sintetizati pe zi este de 30,1+£0,3 mg/L.
in varianta a patra, unde in calitate de inocul se utilizeazi celule verzi flagelate, faza stationara de dezvoltare se atinge la

a 7-a zi de cultivare, B.A.U. finald constituie 1,720,3 g/L, continutul brut al carotenoizilor sumari sintetizati pe zi este
de 16,8+0,5 mg/L.

Astfel, rezultatele obtinute confirmad superioritatea utilizarii aplanosporilor verzi in varsta de 2 saptamani, in scopul
obtinerii unei productivitati sporite de carotenoizi si reducerii timpului de cultivare.



